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Influenza viruses were named Orthomyxoviridae because of their ability to bind 
to mucus and to distinguish them from another family of enveloped negative-stranded 
RNA virus. It can infect a wide variety of avain species, humans and several other 
mammalian species, including swine and horse. Influenza A viruses pose a serious 
threat to world public health. Some proteins of influenza viruses that are crucial for 
the replication of influenza viruses are transported into nucleus to carry their functions 
out. Importinαplays an important role of importing the molecules in the nucleus 
through nuclear pores. Obtaining the protein complex crystals so as to locate the 
accurate binding sites of the proteins and their NLS on importinαin 3D space would 
be an effective way to implicate a mechanism of transporting of proteins and build a 
model of proteins or NLS binding to importin α, that may help to identify a potential 
target for antiviral development. 
We construct and expressed several subtypes of △-IBB importinαdomain 
without the auto-inhibit domain in Escherichia coli. In this research, we work to solve 
the complex structure of proteins that we are interested in and △-IBB importin α 
domain, through structure biology methods to clarify the functional mechanism of 
transporting proteins into nucleus. Our results show that several subtypes of △-IBB 
importin α domain interact with NP and NS1 of the influenza viruses in vitro.  
Ni2+ affinity column, Ion Change Chromatography, Molecular Exclusion 
Chromatography is used to purify importinα.We then use the vapor diffusion method 
to screen the protein crystal growth conditions. The screened conditions may be 
indicating a direction of growing the protein complex crystals. 
 























感病毒( Influenza viruses)，属正粘病毒科 (Orthomyxoviridae) ,是一种RNA
病毒。基因组是由分节段的单负链 RNA构成，每个节段编码 1～2蛋白。病毒为











20世纪全球共发生过4 次流感大暴发：1918 年 “西班牙流感 (H1N1 型) ”, 



















毒，直到1997 年以后, 人们才意识到, 高致病性禽流感( HPAI ) 病毒H5N1 亚
型也具有人畜共患的能力。目前, 已报告的人禽流感病毒H5N1 感染病例的死亡
率( CFR )约为60% ( WHO , 2007)。H5N1 已经导致超过2 亿只家禽被扑杀或淘







流感病毒 RNA 的复制是在受感染的细胞核内进行的。与其他的 RNA 病毒不
同，由于流感病毒基因组是负链的 RNA，裸露的病毒 RNA 不具有感染性，从病毒
毒粒 RNA 转录成 mRNA 需要依赖于病毒毒粒的 RNA 多聚酶。流感病毒的 RNA 组的
八条片段都是折叠包裹在 RNPs（核蛋白组）中。RNPs 包括有 NP（核蛋白）和三
聚的 RNA 依赖的 RNA 聚合酶复合物。这个酶的活性的发挥有两种模式： 
流感病毒至少编码 10 种以上蛋白多肽。一般认为：RNA1 节段编码 PB2 蛋白；




段（NLS）与 importin α-5 相互作用，进而入核的[2]。 
RNA4 编码 HA；RNA5 编码 NP；NP（nucleoprotein）在病毒的 RNA 入核过程
中起着重要的作用，包括了一个以上的核定位信号（NLS）[3]。 
RNA5 节段编码 498 个氨基酸长的蛋白质，核壳蛋白（Nucleocapsid protein，
NP），它与病毒颗粒 RNA 结合形成了核糖核蛋白颗粒（RNA ribonucleoprotein 
particle,RNP）。与每个 RNP 相连的为三种与转录有关的多肽：PB1,PB2 和 PA。


















RNA6 节段编码的是 NA。NA 为流感病毒第二种亚型和株特异的糖蛋白，占病
毒颗粒总蛋白量的 5%-10%。NA 的化学性酶催化裂解是在末端唾液酸和临近的糖




构蛋白, 具有型特异性, 其抗原性的差异也是流感病毒分型的依据之一。另外, 
M1在子代病毒粒子的装配方面也有一定的作用, 同时对核糖核蛋白起保护作用。
M2 是一种跨膜蛋白, 含有97个氨基酸, 以四聚体形式存在于感染细胞的细胞膜




A 型流感病毒的两种非结构蛋白, NS1 与NS2 相互间有70个氨基酸重叠, 分别
由不同的mRNA 翻译, 提示它们由不同读码框架翻译。NS1 参与病毒复制过程, 














































1.3 Importin 蛋白家族的介绍 


























图1-1 Kap α的结构示意图 
 






1.3.3 Importin 蛋白的功能 











































别底物的核定位信号(nuclear location signal, NLS) 或出核信号(nulear 
export signal, NES)并与底物结合[19]。 
importin α作为importinβ的一种接头蛋白，负责识别并结合具有经典核
定位信号的底物，再通过其N端的IBB (importin β binding-domain)结构域与
importinβ结合。Importin β参与随后的与核孔蛋白Nups 或Ran 蛋白的相互作
用。 































(importin)在胞质内识别底物的NLS，再通过其N端的IBB (importin β 
ibinding domain)结构域与importin β结合，importin β蛋白的中部结合核
孔蛋白(Nups)，将底物携带通过核孔复合物，带入细胞核。Importin α蛋白与
底物的复合物，importin β的N端能够结合RanGTP。在细胞核内的RanGTP的浓度
是胞质当中的500倍，RanGTP 首先结合在importin β1的C端HEAT Repeats 1～4，
随后RanGTP的I环(I loop)结构域深入到HEAT Repeat 8 的内部，引起了HEAT 
Repeats 7～19 螺旋面的斜率增大，该区域正是importin β1与importinα的
IBB结构域结合的部位，该区域构象的改变破坏了importinβ1与IBB的紧密结合，
导致importin α被释放。同时RanGTP 与空受体importinβ1结合，使其不能延
展HEAT Repeats 超螺旋以结合其他的底物。与importin β蛋白结合的I B B_ 
Domain被释放。importin α蛋白与底物蛋白解聚。I B B_ Domain会遮蔽importin 
α蛋白与底物蛋白结合位点，竞争性抑制底物蛋白与importin α蛋白的结合。




















Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
